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は、説明が不可能である。脳内に移行することが知られている thiamine 拾抗類似体 pyrithiamine に
より同様な症状がみられるのに、脳内に移行し得ない oxythiamine においては観察されないことより、
上記症状は中枢原発性であると考えられる。




質である catecholamine が著明に増加していることをみとめ、 thiamine の交感神経系における役割
を推定した。
最近までに、神経刺激、 ACh 、または、 tetrodo toxin により細胞内のTDP が分解され、 free
thiamine と thiamine monophosphate (T M P) として、神経細胞外に遊出されることが報告されてい
る。著者は中枢神経における上述の thiamine の特異な役割を解明するために、脳内においては全くそ




第 I 章 各種臓器内TDP分解活性と薬物の影響




糖値を変動させる insulin ， alloxan の投与により、それぞれ抑制または増大がみとめられた。また、
S H- 阻害剤、 TCAサイクル阻害剤、アンカプラー投与により、肝、腎にわける活性は変動し、さ
らに、 phenobarbital ， chlorpromazine によっても本活性は増加した。この事実より、生体内代謝系
に影響を及ぼす薬物の投与は、 TDP 分解能にも影響を与えることが判明した。
第 E章 Cholinesterase 阻害剤による脳TDP分解能の活性化機構
中枢神経細胞の興奮時における脳ならびに末梢臓器のTDP 分解能を検討する目的で、コリン性作
動薬、特に cholinesterase 阻害剤をラットに投与し、ホモゲネート中の活性を測定した。
癌撃は発現するが死亡しない量の physostigmine ， ambenonium 、あるいは、 ACh 遊離作用を示
す pentetrazol の投与により、脳のTDP分解活性は著明に上昇した。この活性化は振せんの持続期
間と一致して、 30分で最高となり、 60分においては正常値まで回復していた。しかし、 acetylcholin-
esterase 活性は physostigmine 投与45分後に、最も阻害されていた。 Physo s tigmine は脳TMP 分
解能も増加させ、同時に脳においてのみ、総ならびにエステル型 thiamine 含量を有意に減少させた。
痘空襲量の strychnine によっても、脳TDP 分解活性は変化しないことより、本活性化が痘筆により
誘発された 2 次的な代謝変化ではないことが示され、 cholinesterase 阻害剤により遊出された free
ACh により、本分解能が活性化されたものと推定できる。
第田章 ATP による脳TDP 分解能の活性化と thiamine 欠乏動物におけるその活性
牛精製肝TDPase は inosine diphosphatase と同ーの酵素であり、共にATP その他 triphospha-
te 類によりアロステリックに活性化を受ける。そこで、著者は正常ラット脳よりアセトン乾燥粉末を
作成し、 TDP 、 IDP 分解活性に対するATP の効果を検討した。
脳TDP 、 IDP 分解能は基質量のX畠に相当する比較的低濃度のAT P (O.lmM) により著明な
活性化を受けた。
Thiamine 欠乏ラット脳のTDP 分解能は、 Pair -fed 群に比し、有意の活性増加を示したが、肝活
性は両群共に、対照群に比し著るしい活性低下がみられた。この欠乏動物脳にATP と Pi が有意に
増加していたが、この増加したATP と TDP分解能の充進の詳細な関連は不明である。対照動物に
おける、 TDP 分解能の分布は、小脳において最も高く、次いで脳幹または大脳皮質で、脊髄の活性
は最も低かった。この分布は Dreyfus が報告した脳内の thiamine 分布と類似していた。
肝TDPase は可溶性であるが、脳酵素は不溶性であり、 freezing- thawing や trypsin 処理による
可溶化は成功しなかった。しかし、非イオン性界面活性剤 Triton X -100 の高濃度により可溶化さ
れることより、脳TDPase は細胞膜あるいは頼粒膜に強固に結合しているものと考えられる。
第百章部分精製脳TDPase 活性に対する 1 価カチオンならびにATP の影響
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正常ラット脳より Triton X -100 にて可溶化し、部分精製を行なったTDPase に対する 1 価カチ
オンと ATP の効果を中食言すした。
本酵素は Mg2 +ー依存性酵素で、あり、 ATP の非存在、あるいは存在下において、 1 価カチオン特
に Na+、 K+、 NHtにより活性化された。 Na+は最も効果が強く 30-40mM において、 ATP存在、非
存在時にそれぞれ50、 35%の活性化をひき起こした。 Na+ と K+の共存下においては、 (Na+-K+) 一
依存性ATPase にみられる様な相乗効果はみられず、逆に K+は Na+の活性促進効果を抑制した。そ
れ故、脳TD Pase は (Mg2+-Na+-A T P)-活性化 pyrophosphatase であることが推定される。
Ca 2 + も Mg2+と同様にATP の存在にかかわらず、 TDPase 活性を上昇させた。しかし、 Li+、 NHt
あるいは Na+を共存させると、この Ca 2 +の活性促進効果は抑制された。 Ca 2 +は Mg2+の効果と拾抗
することが観察された。
Matsuda 等は Na+、 Mg2+と ATP がラット脳シナプス頼粒より ACh を遊出させることをみとめ
ている。
著者も cholinesterase 阻害剤投与による中枢興奮時に脳TDP 分解能が活性化され、これがACh
により誘発された現象であることを推定している。これらの知見は、神経刺激時に Mg 2 +ー依存性T
DPase がATP と Na+により活性化される可能性を示唆するものである。それ故、古くより多くの
研究者により観察されている電気刺激、 ACh 、 tetrodotoxin により神経線維よりの thiamine 、 TM
P の遊出は、これらの刺激によりひき起こされた神経細胞興奮時にATP と Na+により Mg2+ー依存
性TDPase が活性化されたために惹起される現象であると推定した。
第V章脳TDPase におけるATP と Na+のアロステリック効果と各種薬物の影響
脳TDPase も、肝酵素と同様に、アロステリックな性状を有しているかどうかについて検討し、さ
らに、 ATP と Na+による酵素活性化の詳細な機作をうかがう目的で実験を行なった。
脳TDPase の至適pH は9.3であったが、 ATP の添加により 8.6 に移行した。 Na+あるいは K+ を
ATP と共存させると、至適 pH はさらに9.0 に移動した。 Acetone ， n-butanol , あるいは、 chlor-
oform-methanol (2 : 1 , v /v) を段階的に処理すると、本活性は増加の傾向を示したが、 ATP に
よる活性化は chlòroform-methanol 乾燥粉末において完全に消失した。 この事実はATP が基質反
応部位以外の部位の酵素 lipid と結合して、活性化をひき起こしていることを示唆している。本酵素
のTDP に対する Km値は0.25mMであり、精製肝酵素より 83倍Km値が低かった。 O.lmM の AT
P の添加は Km値を減少させ、同時に Vmax 値をおよそ 2 倍増加させた。同様な効果は Na+の添加
でもみられたが、 ATP と Na+共存時にその効果は最大であったO 以上の事実より、本酵素がアロス
テリック酵素の性状を有しており、その活性がATP と Na+tこより調節されていることが判明した。
結論
正常ラット脳 thiamine diphosphatase は肝酵素と異なり、 極めて不溶性で細胞膜あるいは頼粒膜
と強固に結合している。本酵素は (Mg2+-Na+-AT P)-活性化 pyrophosphatase であり、 Na+ と
ATP によりアロステリックに活性化されることが判明した。
TDP に対する Km値は0.25mM であり、肝酵素の括とかなり低い。このTDP分解能の脳内分布
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は thiamine の分布と類似し、さらに thiamine 欠乏動物においては、活性が増加していた。 Chol\nes-
terase 阻害剤である physostigmine ， ambenonium の投与により活性化され、同時に脳内 thiamine
含量の減少が観察された。この活性化は脳内において遊離された ACh によりひき起こされたことを
を推定した。
古くから、多くの研究者により、神経刺激時においてTMP と free thiamine が遊出されることが
認められている。著者はこの神経刺激に適応した thiamine の遊出は、このような神経細胞興奮状態に
おける Mg2 +ー依存性TDPase がATP と Na+により活性化されることにより発現することを示唆し
た。
論文の審査結果の要旨
脳 thiamine diphosphatase は (Mg2+-Na+-AT P) により活性化されるアロステリックな性状を
もっ酵素であり、 cholinesterase 阻害剤投与により活性化をうけることを明らかにした。神経刺激に
対応した thiamine の遊出は、この酵素が活性化されることにより発現することを示唆した。本論文は
薬学博士の学位を授与するにふさわしい内容である。
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